La citometría de flujo en el diagnóstico clínico by Orfao, Alberto et al.
La citometría de flujo en el diagnóstico clínico 
1.- Introducción 
Alberto Orlao, Juana Ciudad, Antonio López, 
María Consuelo López-Berges, Belén Vidriales, 
Ana Macedo, Marcos González, Jesús F. San Miguel. 
Servicio General de Citometría de la Universidad de Salamanca. 
En su esencia la citometría de flujo representa un proceso en el que células 
u otras partículas biológicas inc1uídas en un flujo de líquido isotónico son em-
pujadas a pasar, alineadas y de una en una, por delante de uno o varios detecto-
res capaces de recoger y medir diferentes características físicas y/o químicas de 
esas células o partículas, a la vez que son iluminadas por un haz de luz, habi-
tualmente un láser. En términos generales, las características celulares analiza-
das mediante esta tecnología son el reflejo de dos grandes grupos de paráme-
tros: por un lado, los derivados de la luz que al incidir sobre la célula o partícu-
la es dispersada y que se relacionan entre otras características con el tamaño y 
la granularidad celulares y, por otra parte los que se asocian con la luz generada 
como consecuencia de la presencia en la célula de fluorocromos, bien de forma 
natural (auto fluorescencia) o unidos a ella artificialmente. 
Desde su aparición, la citometría de flujo ha sufrido un importante desarro-
llo debido en gran medida a que por su carácter multidisciplinario se ha benefi-
ciado de los avances ocurridos en los últimos años en campos diversos como la 
informática, la producción de anticuerpos monoc1onales, la química de los fluo-
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rocromos, los procedimientos de tinción citoquímica, la electrónica, la óptica y 
la tecnología láser. Todo ello unido a su progresiva utilización en el análisis au-
tomático y separación de células ha abierto nuevas perspectivas en el campo del 
diagnóstico clínico y la investigación biomédica. Así, esta tecnología en un prin-
cipio sofisticada y restringida a laboratorios de investigación básica ha pasado a 
estar presente en los últimos años en la rutina de muchos laboratorios clínicos. 
lI.m Aplicaciones de la citometría de flujo 
La utilidad de la citometría de flujo se fundamenta en que en relación con 
otras metodologías, aporta una gran sensibilidad, objetividad, rapidez y versati-
lidad analítica al estudio de la célula, lo que permite su aplicación en áreas di-
versas como la detección y cuantificación de células tumorales, la monitoriza-
ción de diferentes procedimientos terapéuticos, la cuantificación de ácidos nu-
cleicos, el análisis de cromosomas, la detección y cuantificación de antígenos, 
el estudio del contenido protéico, de la producción celular de radicales de oxí-
geno, del potencial de membrana, de las mitocondrias, el análisis de los cam-
bios intracitoplasmáticos de determinados iones como el Ca++ y del pR, la sepa-
ración física de células y cromosomas, entre otros. Por todo ello, en su desarro-
llo la citometría de flujo ha venido a proporcionar una información objetiva que 
complementa la obtenida con otras técnicas diagnósticas en áreas tan diferentes 
de la Medicina como la Inmunología, la Rematología, la Genética Médica, la 
Bioquímica Clínica, la Fisiología, la Anatomía Patológica, la Oncología, la Mi-
crobiología o la propia Medicina Interna. 
A continuación revisaremos las aplicaciones más utilizadas de la citometría 
de flujo en el diagnóstico clínico como son la determinación de antígenos celu-
lares y la cuantificación de ácidos nucleicos. No obstante, comentaremos tam-
bién otras aplicaciones que aunque por el momento son experimentales, como 
el cariotipo de flujo, son prometedoras de cara a su utilización futura en este 
área de la Medicina. 
1.- Detección y cuantificación de antígenos 
La producción de un número cada vez mayor de anticuerpos monoclonales 
dirigidos frente a epitopos de antígenos presentes en células humanas ha impul-
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sado enormemente la utilización de la citometría de flujo para la identificación 
y clasificación de células tanto normales como patológicas. Su empleo se basa 
en la identificación de antígenos mediante anticuerpos monoclonales marcados 
con fluorocromos. El empleo de fluorocromos que siendo excitados en longitu-
des de onda similares emiten en diferente zona del espectro. luminoso, amplía a 
su vez el campo de aplicaciones de la citometría de flujo al poder combinar el 
uso en una misma muestra de diferentes anticuerpos monoclonales. El isotiocia-
nato de fluoresceína, la ficoeritrina y el PerCP son en la actualidad los fluoro-
cromos más empleados en el marcaje de anticuerpos monoclonales. Todos ellos 
se excitan a 488nm (luz azul) si bien emiten en la zona del verde, naranja y ro-
jo, respectivamente. La pequeña superposición de los espectros de emisión se 
corrige mediante una compensación electrónica realizada en el citómetro, per-
mitiendo su utilización simultánea. 
En la actualidad, mediante esta metodología se han logrado importantes 
avances en el diagnóstico clínico, destacando la aportación de la citometría de 
flujo al estudio de las subpoblaciones linfocitarias y al diagnóstico y clasifica-
ción de las leucemias y linfomas. Así mismo, el empleo de esta tecnología ha 
demostrado ser de gran utilidad en otras áreas como la detección de autoanti-
cuerpos e inmunocomplejos, el diagnóstico de trombocitopatías adquiridas, la 
realización del test cruzado linfocitario, el diagnóstico diferencial de neoplasias 
epiteliales, la detección tanto de oncoproteínas como de receptores celulares pa-
ra factores de crecimiento y hormonas y la identificación de subpoblaciones ce-
lulares que representan únicamente una pequeña proporción de la celularidad 
global. 
l-a.- Subpoblaciones linfocitarias: 
La monitorización de las subpoblaciones linfocitarias tiene hoy especial re-
levancia en el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) debido por un 
lado a la expansión experimentada en la última década por el virus de la inmu-
nodeficiencia humana y por otra parte a que la cuantificación en sagre periféri-
ca del número de células T CD4+ y de los linfocitos CD8+/CD38+ posee en es-
tos pacientes gran valor diagnóstico y pronóstico. Estos factores han contribuí-
do de forma decisiva a que la determinación de las poblaciones linfocitarias re-
presente una técnica de rutina en muchos laboratorios. Así mismo, la utilidad 
de esta determinación ha quedado ampliamente demostrada en otras áreas como 
en el diagnóstico y clasificación de las inmunodeficiencias primarias, en la mo-
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nitorización de enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple, el lupus 
eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, la artritis psoriásica o la enferme-
dad de Graves-Basedow, en el seguimiento de la recuperación inmune tras 
transplante de médula ósea, en la identificación precoz del rechazo en indivi-
duos que han recibido un transplante alogénico, o en la monitorización terapeú-
tica de los pacientes con anemia aplásica. 
En los últimos años la utilidad del estudio de las poblaciones linfocitarias 
se ha extendido a otros tipos de patología y así cada vez son más numerosos los 
trabajos en los que se hace referencia a su utilidad clínica en hemopatías malig-
nas y en tumores sólidos. A modo de ejemplo merece destacar como en el mie-
loma múltiple se ha observado la existencia de un descenso de linfocitos CD4+ 
en sangre periférica asociado a un peor pronóstico. Estos pacientes presentan 
además un incremento de células natural-killer (NK), especialmente notorio en 
los estadíos iniciales de la enfermedad cuyo significado biológico se desconoce 
por el momento, pero que podría reflejar un intento del sistema inmune de con-
trolar el crecimiento tumoral. 
Finalmente la utilidad de la determinación de las subpoblaciones linfocita-
rias en líquidos de lavados broncoalveolares con fines diagnósticos ha sido su-
gerida en la sarcoidosis donde se observa un predominio claro de células 
CD4+/CD29+/CD45RA- y en la neumonitis por hipersensibilidad, al existir en 
estos pacientes un notable incremento de los linfocitos T activados y de las cé-
lulas T CD8+/CD57+. 
l-b.- Inmunofenotipaje de leucemias y linfomas: 
Desde hace tiempo se conoce la utilidad del inmunofenotipo en la clasifi-
cación de las leucemias linfoblásticas agudas así como de las crisis blásticas de 
los síndromes mieloproliferativos y mielodisplásicos con sus correspondientes 
implicaciones terapéuticas y pronósticas. En el caso de las leucemias mieloblás-
ticas agudas, la importancia del inmunofenotipaje resulta evidente en el diag-
nóstico de las leucemias megacarioblásticas y de la variante micro granular de la 
leucemia promielocítica que morfológicamente pueden plantear problemas 
diagnósticos y en la clasificación de estas leucemias a través de la defmición de 
la expresión de antígenos frente a las diferentes líneas mieloides y sus estadíos 
madurativos. Así mismo, la reactividad para algunos antígenos -CD34, CDllb, 
CD7- se ha relacionado con el pronóstico de la enfermedad. 
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El empleo de la citometría de flujo en el estudio de los síndromes linfopro-
liferativos crónicos posee especial relevancia al permitir un diagnóstico diferen-
cial rápido entre una linfocito si s reactiva y un proceso monoc1onal y en este ca-
so contribuir a su filiación diagnóstica. En este sentido, el empleo del triple 
marcaje CD 19/kappa/lambda es de gran utilidad en la detección de monoclona-
lidad B en sangre periférica, médula ósea, ganglio o bazo. Así mismo, la utili-
zación de diferentes combinaciones de anticuerpos monoc1onales permite dife-
renciar dentro de las linfocitosis crónicas de linfocitos grandes granulares los 
procesos de origen T CD3+/TCR+ de los de células NK CD3-ITCR-. 
En la actualidad, merece destacar la utilidad de la citometría de flujo, en el 
análisis multidimensional de pequeñas poblaciones celulares enfocado funda-
mentalmente a la detección de enfermedad mínima residual en las leucemias 
agudas en remisión. Resultados preliminares indican que con el empleo de dife-
rentes combinaciones de anticuerpos monoclonales y la citometría de flujo se 
puede investigar la presencia de enfermedad mínima residual en la gran mayo-
ría de los pacientes con leucemia linfoblástica aguda siendo el nivel de sensibi-
lidad de la técnica de hasta 0.001 % (una célula en 100.000). En estos casos, la 
comprobación de la persistencia de células con "fenotipos leucémicos" durante 
el tratamiento quimioterápico o su incremento tras la remisión completa, contri-
buyen de forma significativa al diagnóstico precoz de recaídas. 
l-c.- Otras aplicaciones de la determinación de antígenos: 
La utilización de las técnicas de inmunofluorescencia para la detección de 
inmunoglobulinas humanas mediante citometría de flujo ha abierto las puertas a 
la utilización de esta tecnología como método de rutina en el diagnóstico de di-
ferentes enfermedades autoinmunes como la púrpura trombopénica idiopática, 
las anemias hemolíticas y las neutropenias autoinmunes. Por otra parte, su em-
pleo para la realización del test cruzado linfocitario constituye en la actualidad 
el método de mayor sensibilidad y especificidad para demostrar, previamente a 
un transplante, la presencia de anticuerpos preformados dirigidos frente a antí-
genos HLA de clase 1 y II, antígenos de células del endotelio vascular y del sis-
tema monocítico. 
La identificación mediante citometría de flujo de la ausencia de expresión 
en la membrana plaquetaria de reactividad para las glicoproteínas Ilb/llIa y lb 
se viene utilizando desde hace algún tiempo para el diagnóstico de trombocito-
patías congénitas como la enfermedad de Glanzman y el síndrome de Bernard-
119 
Soulier, respectivamente. En este campo, la posibilidad de cuantificar el núme-
ro de moléculas de un antígeno en la membrana plaquetaria y por lo tanto de 
conocer la densidad de expresión de una determinada glicoproteina, está revo-
lucionando el estudio de la patología plaquetaria. Así, a modo de ejemplo, en la 
actualidad pueden cuantificarse diferentes glicoproteinas -CD62, CD63- y 
la conformación activada de otras -CD4la activado-, cuya expresión se ha 
relacionado con la activación plaquetaria. 
El estudio de la expresión de moléculas de adhesión en la membrana cito-
plasmática constituye otro ejemplo de la utilidad de esta aplicación de la cito-
metría de flujo en el diagnóstico clínico. Así, la demostración del déficit selec-
tivo de CDIla, de CD54 y CDIlb, unidos a otros estudios funcionales son hoy 
de gran ayuda en el diagnóstico de pacientes afectos de inmunodeficiencias 
congénitas, hemoglobinuria paroxística nocturna y de la enfermedad de Che-
diak-Higashi, respectivamente. 
El tipaje dirigido frente al antígeno HLA-B27, la cuantificación de recepto-
res de progesterona/célula en los tumores de mama, el recuento de células 
"stem" en muestras de sangre periférica y de médula ósea obtenidas para poste-
rior transplante, la detección de la incorporación "in vivo" e "in vitro" de la bro-
modeoxiuridina y/o de la yododeoxiuridina en células para valorar la síntesis de 
ADN o la capacidad de recuperación de ADN dañado por diferentes agentes, 
representan otros ejemplos claros de la utilidad de la determinación de antíge-
nos mediante citometría de flujo en el diagnóstico clínico. 
2.- Cuantificación de ácidos nucleicos 
La cuantificación de ácidos nucleicos mediante el empleo de diferentes 
compuestos químicos fluorescentes capaces de unirse de forma específica al 
ADN, al ARN o a ambos representa desde el punto de vista cronológico, una de 
las primeras aplicaciones de la citometría de flujo. 
2-a.- Cuantificación de ADN: 
En la actualidad existe un gran número de fluorocromos capaces de unirse 
al ADN celular. De ellos el yoduro de propidio y el bromuro de etidio son los 
de uso más extendido en citometría de flujo. Ambos se excitan a longitudes de 
onda de 488 (luz disponible en la mayoría de los citómetros de flujo) y se unen 
de forma estequeométrica al ADN de doble cadena. Su principal problema radi-
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ca en que se unen también al ARN de doble cadena lo que hace aconsejable tra-
tar previamente a las células con ARNasa. Además, para su tinción con estos 
fluorocromos la membrana de las células necesita haber sido fijada y/o permea-
bilizada, con lo que su utilización se limita a células que no vayan a ser separa-
das y cultivadas posteriormente. 
En el caso del naranja de acridina no se presentan los problemas anteriores 
ya que este fluorocromo puede ser utilizado para teñir el ADN en células vivas 
y la fluorescencia debida a su unión a ácidos nucleicos de cadena simple -gran 
parte del ARN celular- se detecta en distinta zona del espectro luminoso -na-
ranja- en relación con la debida a la unión con la mayoría del ADN celular 
-verde-o Sin embargo, este fluorocromo presenta el inconveniente de unirse al 
material plástico del citómetro de flujo creando problemas en mediciones pos-
teriores. 
Especial referencia merecen también el empleo entre otros del Hoechst y 
de la cromomicina-A3 que de forma específica se unen a pares de bases adeni-
na/timina o citosina/guanina, respectivamente y de los análogos de la timidina 
como la bromodeoxiuridina o la yododeoxiuridina, incorporados de forma es-
pecífica por las células que están sintetizando ADN. 
En líneas generales la cuantificación de ADN proporciona dos tipos de in-
formación biológica distintos: por un lado nos orienta sobre la existencia o no 
de anomalías clonales de ADN -aneuploidias de ADN- y, por otra parte nos 
permite conocer la distribución de una población a 10 largo de las distintas fases 
del ciclo celular. La gran cantidad de estudios clínicos realizados hasta la fecha 
han puesto de manifiesto que además de proporcionar una información de gran 
valor sobre la biología de células normales y patológicas, la cuantificación del 
ADN celular mediante citometría de flujo posee gran impacto clínico en el área 
de la patología tumoral al contribuir al diagnóstico y a la valoración pronóstica 
de estos pacientes. Así, hoy se conoce que la presencia de aneuploidia de ADN 
constituye un factor pronóstico adverso en la gran mayoría de los tumores sóli-
dos y hemopatías malignas, con excepción del neuroblastoma, el rabdomiosar-
coma y la leucemia linfoblástica aguda del niño en los que su presencia se aso-
cia a una mejor evolución de la enfermedad. De forma similar y pese a que el 
número de estudios realizados sea significativamente menor, la existencia de 
una elevada tasa proliferativa en tumores sólidos y en hemopatías malignas se 
asocia globalmente con una supervivencia más corta. No obstante, en ocasiones 
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se describe una mejor respuesta a la terapéutica antiblástica aunque asociada a 
una mayor tasa de recaídas. Son excepción importante en este caso los síndro-
mes mielodisplásicos donde la existencia de una mayor proporción de células 
en fase S en la médula ósea se asocia con un mejor pronóstico. 
El empleo combinado de la cuantificación de ADN y el marcaje para dife-
rentes antígenos celulares abre nuevas perspectivas en este área. Así, la utiliza-
ción de anticuerpos específicos de células tumorales o dirigidos frente a onco-
proteínas y proteínas cuya expresión se relaciona con el ciclo celular, permite 
por un lado la identificación y cálculo selectivo del ciclo celular de la población 
neoplásica en muestras heterogéneas y, por otra parte, un estudio pormenoriza-
do del ciclo celular. 
2-b.- Cuantificación de ARN: 
La cuantificación de ARN mediante citometría de flujo empleando diferen-
tes fluorocromos como el naranja de tiazol, la tioflavina T o la pironina Y tiene 
especial relevancia en el diagnóstico clínico por su utilización como técnica de 
rutina para el recuento de reticulocitos, con el fin de conocer el equilibrio entre 
producción y destrucción de eritrocitos y en líneas generales la producción ce-
lular de la médula ósea. En relación con las técnicas clásicas, la citometría de 
flujo ofrece no sólo la posibilidad de realizar un recuento de reticulocitos de 
gran precisión (contaje de 10.000 células en pocos segundos) sino que además 
proporciona una información sobre el contenido relativo de ARN de cada reti-
culocito detectado lo que refleja en gran medida su estadío madurativo. 
Pese a que esta sea la aplicación más extendida de la cuantificación de ARN 
en el diagnóstico clínico hay que recordar que la cuantificación simultánea de 
ADN y ARN mediante citometría de flujo proporciona también una información 
de gran utilidad para el conocimiento de la actividad metabólica celular que en 
ocasiones posee importante repercusión clínica. Así, estudios recientes han de-
mostrado la utilidad de esta determinación en el estudio in vitro del efecto sinér-
gico de diferentes drogas antiblásticas y factores de crecimiento celular. 
3.- Otras aplicaciones de la citometrÍa de flujo: 
En la actualidad las aplicaciones experimentales de la citometría de flujo 
son muy diversas. De ellas hay algunas que presentan una clara utilidad clínica 
destacando el cariotipo de flujo, la separación de cromosomas y los estudios de 
hibridación in situ para secuencias especificas de ADN y/o ARN. 
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El cariotipo de flujo representa un complemento y a la vez una alternativa 
a los métodos clásicos de estudio de los cromosomas en metafase. Para ello los 
cromosomas son aislados a partir de preparaciones de metafases y teñidos con 
un fluorocromo -análisis unidimensional- o dos -estudio bidimensional-, em-
pleándose habitualmente el yoduro de propidio o el bromuro de etidio y la com-
binación del Hoechst 33258 y la cromomicina-A3, respectivamente. Finalmen-
te, los cromosomas en suspensión son analizados al pasar de uno en uno por de-
lante de la fuente de luz del citómetro. En relación con otras técnicas, la cito-
metría de flujo ofrece ciertas ventajas que hacen de ella una alternativa válida 
para la detección de anomalías cromosómicas. En este sentido, proporciona una 
elevada precisión analítica -en pocos minutos pueden analizarse más de 
100.000 cromosomas- y una alta capacidad de resolución -pennite distinguir 
diferencias en el contenido de ADN de un cromosoma superiores a 2 megaba-
ses-o Por ello, además de su potencial empleo en la identificación de anomalías 
cromosómicas compensadas de gran valor diagnóstico como la traslocación 
9/22 de la leucemia mieloide crónica, su utilidad es manifiesta en el estudio de 
los polimorfismos individuales y de los "microcromosomas" humanos. 
La separación de cromosomas pennite purificar cromosomas de acuerdo a 
su intensidad de fluorescencia, es decir, a su contenido en ADN, adenina/timina 
y/o citosina/guananina según el fluorocromo empleado. Mediante esta tecnolo-
gía pueden llegar a obtenerse cantidades del orden de microgramos de ADN de 
uno o varios cromosomas siendo la purificación conseguida superior a 90% . 
Esta metodología ha demostrado ser de gran utilidad tanto para el mapeo gené-
tico como para la producción de librerias de ADN recombinante. 
La utilización conjunta de la hibridación in situ (HIS) por métodos fluores-
centes y de la citometría de flujo se planteó desde el mismo momento en que 
surgieron las primeras técnicas no radiactivas de HIS. Desde el punto de vista 
práctico la citometría de flujo pennite la cuantificación de fonna rápida, precisa 
y simple de la intensidad de fluorescencia/célula correspondiente a sondas uni-
das a secuencias específicas de ADN y/o ARN, si bien no pennite conocer su 
localización espacial. Así, estudios preliminares han demostrado su utilidad en 
la identificación de alteraciones cromosómicas numéricas mediante el empleo 
de sondas frente a secuencias de ADN de las regiones centroméricas de los cro-
mosomas humanos. No obstante, por el momento esta metodología no pennite 
la detección de translocaciones compensadas. Así mismo, su empleo es limita-
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do en la identificación y cuantificación de pequeñas secuencias de ADN, debi-
do fundamentalmente a problemas técnicos que siguen sin solucionarse como la 
eliminación de la autofluorescencia del núcleo. 
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